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Informatii generale

Description

Organism
Tissue
Disease
Synonyms

Caracteristici

Breed/Subspecies

Age

Gender

Morphology

Cell type

Growth
properties

Linia celulara L5178Y TK+/- Clone 3.7.2C este un model de limfom de soarece utilizat pe scara larga pentru
testarea genotoxicitatii in vitro, Tn special in testul de mutatie a genei timidina kinaza (TK) din limfomul de
soarece (MLA). Aceasta clona a fost derivata din linia celulara parentald L5178Y, stabilita dintr-un limfom timic
indus de metilcolantren in soareci DBA-2. Subclona 3.7.2C a fost dezvoltata special pentru a fi heterozigota la
locusul TK (TK+/-), permitand selectia mutantilor TK-/= prin evenimente de pierdere a heterozigozitatii.

Celulele L5178Y TK+/-3.7.2C se caracterizeaza prin timpul rapid de dublare a populatiei (aproximativ 8-11 ore) si
numarul modal stabil de cromozomi de 40. Acestea prezinta un cariotip complex, incluzand fuziuni
robertsoniene si translocatii specifice. Gena p53 este mutatd n aceste celule, cu un alel care poarta o mutatie
nonsens in exonul 4 si celalalt un alel care poarta o mutatie missense in exonul 5, ceea ce duce la pierderea
functiei normale a p53. Acest fond genetic sporeste utilitatea lor pentru studierea efectelor clastogene si
mutagene.

Soarece

Timus

Limfom timic la soarece

L5178Y TK+/-3.7.2¢c, TK+/- (clona 3.7.2C)

DBA/2

8 luni

Femei

Ca limfoblastul

CelulaT

Suspensie
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Biosafety level 1
NCBI_TaxID 10090
CellosaurusAccession CVCL_6665

Date biomoleculare

Manipulare

Culture
Medium

Supplements

Subculturing

Seeding
density

Fluid renewal

DMEM, w: 4,5 g/L glucoza, w: 4 mM L-glutamina, w: 3,7 g/L NaHCO3, w: 1,0 mM piruvat de sodiu (numar articol
Cytion 820300a)

Adaugati in mediu 10% FBS si 0,1% Pluronic F-68

Se aduna celulele in suspensie intr-un tub de 15 ml si se spala usor celulele aderente cu PBS lipsit de calciu si
magneziu (se utilizeaza 3-5 ml pentru flacoane T25 si 5-10 ml pentru flacoane T75). Se aplica Accutase (1-2 ml
pentru flacoane T25, 2,5 ml pentru flacoane T75) asigurand acoperirea completa a stratului celular. Se lasa
celulele sa se incubeze la temperatura camerei timp de 10 minute. Dupa incubare, se combina si se
centrifugheaza atat suspensia, cat si celulele aderente. Dupa centrifugare, resuspendati cu atentie peletul
celular si transferati suspensia celulara in flacoane noi care contin mediu proaspat.

0,1-2 x 108 celule/ml

de 2 ori pe saptamana

Post-Thaw Diluati imediat in 25 ml mediu de cultura (standard: 8 ml)

Recovery

Freeze Ca mediu de crioconservare, utilizam 95% (v/v) FBS + 5% (v/v) DMSO + 0,1% Pluronic F-68 pentru a asigura o

medium viabilitate adecvata dupa decongelare, sau CM-1 (numar de catalog Cytion 800100), care contine osmoprotectori
si stabilizatori metabolici optimizati pentru a imbunatati recuperarea si a reduce stresul indus de
crioconservare.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Shipping
Conditions

Storage
Conditions

. Confirmati ca flaconul rédmane profund inghetat la livrare, deoarece celulele sunt expediate pe gheata

carbonica pentru a mentine temperaturi optime Tn timpul transportului.

. La primire, fie depozitati crioviola imediat la temperaturi sub -150 °C pentru a asigura pastrarea

integritatii celulare, fie treceti la etapa 3 daca este necesara cultivarea imediata.

. Pentru cultivarea imediata, dezghetati rapid flaconul prin scufundarea acestuia intr-o baie de apa la 37

°C cu apa curatd si un agent antimicrobian, agitdndu-l usor timp de 40-60 de secunde pana cand ramane
0 mica aglomerare de gheata.

. Se efectueaza toate etapele ulterioare n conditii sterile, Intr-o hota cu flux, dezinfectand crioviola cu

etanol 70% Tnainte de deschidere.

. Se deschide cu grija flaconul dezinfectat si se transfera suspensia celulara intr-un tub de centrifugare de

15 ml care contine 8 ml de mediu de cultura la temperatura camerei, amestecand usor.

. Se centrifugheazad amestecul la 300 x g timp de 3 minute pentru a separa celulele si se arunca cu grija

supernatantul care contine mediul de congelare rezidual.

. Seresuspenda usor peletul celular Tn 10 ml de mediu de cultura proaspat. Pentru celulele aderente,

impartiti suspensia intre doua flacoane de cultura T25; pentru culturile in suspensie, transferati tot
mediul intr-un flacon T25 pentru a promova interactiunea si cresterea celulara eficienta.

. Respectati protocoalele de subcultura stabilite pentru cresterea si mentinerea continua a liniei celulare,

asigurand rezultate experimentale fiabile.

37°C, 5% atmosfera umidificata.

co2’

Liniile celulare crioconservate sunt expediate pe gheata carbonica in ambalaje izolate, validate, cu suficient
agent frigorific pentru a mentine aproximativ -78 °C pe toatd durata transportului. La primire, se inspecteaza

v ounA

imediat recipientul si se transfera fara intarziere fiolele Tn depozitul corespunzator.

Pentru conservarea pe termen lung, flacoanele se plaseaza in azot lichid in faza de vapori la o temperatura
cuprinsa ntre -150 si -196 °C. Pastrarea la -80 °C este acceptabild doar ca o scurta etapa intermediara inainte de
transferul in azot lichid.
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v

Controlul calitatii / Profil genetic / HLA

>

Sterility
Contaminarea cu micoplasma este exclusa utilizand atat teste bazate pe PCR, cat si metode de detectare a
micoplasmei bazate pe luminescenta.
Pentru a se asigura ca nu exista contaminare bacteriana, fungica sau de drojdie, culturile celulare sunt supuse
unor inspectii vizuale zilnice.
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